
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成 ２１年 ３月３０日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 
    GeneChipにより網羅的に採取した概日振動遺伝子群の中で、発現が組織特異的で且つ
機能が特に注目される遺伝子改変動物を計７種類作製した。そのひとつ RGS遺伝子の発
現を抑制する２種の独立のノックダウンマウスを作製した。双方のマウスに共通して、活
動リズムの周期変化、肝臓、膵臓の病理学的異常と糖代謝異常などを認めた。以上の結果
より、概日時計に関与する新規のシグナル伝達系の存在が示唆された。 
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：基礎医学・環境生理学 
キーワード：生体リズム 
 
 
 
１． 研究開始当初の背景 

 
 近年慨日時計に関与する重要な遺伝子（時
計遺伝子）が次々にクローニングされ、ノッ
クアウトマウスや細胞を用いた解析などに
より、機能の一部が明らかになって来た。一
方で、中枢や末梢組織で行動や生理現象等多
岐にわたる生命現象に慨日リズムが関与し
ていることが分かっているが、各リズム現象
を制御する分子メカニズムの多くは不明で

ある。概日時計でリズム発振に必須の時計遺
伝子群と、光その他の入力系、概日時計の制
御を受けながら、各組織で機能発現する出力
系に、実際に発現し機能している遺伝子群の
多くは未だに明らかになっておらず、概日リ
ズムが行動や代謝、その他の生命機能にどの
ように関与しているのか、どのような経路で
概日語形の制御を受けているのか、といった
点は、多くが未解明のままである。 
 我々は先に、GeneChip を用いて、概日時計
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中枢 SCNと肝臓において発現に概日振動を示
す遺伝子を網羅的に採取した。その中には、
SCN と肝臓に共通して発現に慨日振動がみら
れるものが 20 遺伝子含まれていた。これら
の遺伝子群は、概日リズム制御系の入力系、
概日振動体、出力系のいずれかに属し、各組
織におけるリズム現象や、行動、代謝といっ
た重要な機能に関与している可能性が考え
られた。 

網羅的遺伝子探索の次のステップとして、
採取された候補遺伝子群の迅速な発現や機
能解析などにより、各候補遺伝子群の中で機
能的に重要な候補を絞り、更にそれらの遺伝
子が、概日リズム制御システムの中でどのよ
うな位置づけで、どのような役割を担ってい
るのかを明らかにするための、効率的な解析
法が必要となる。そこで、我々は、採取した
複数の新規遺伝子について、慨日時計におけ
る機能解析を行うために、レンチウイルスベ
クターを用いた迅速かつ効率的生体内遺伝
子導入法を改良し、確立した。これにより、
従来年単位を要した遺伝子改変マウスの作
製と数代にわたる交配が必要なくなり、受精
卵へのウイルス・インジェクションにより、
数カ月で 10～20 匹の遺伝子改変マウスが作
製可能で、直ちに解析を行えるようになった。 

以上の背景から、複数の遺伝子を短期間に
遺伝子操作することにより、効率的な機能ス
クリーニングを行うという研究が可能とな
った。 

概日リズム研究において、極めて新しい発
想として、SCN における自律的リズム発振、
光刺激等による位相変位、あるいは細胞間の
リズム同調に、アストロサイトが関与してい
る、ということがある。これは、我々が培養
アストロサイトで細胞間相互作用により位
相が同期し続けるといった観察や、概日時計
に重要な時計（関連）遺伝子の一部がアスト
ロサイトに高発現している、といった結果か
ら着想したものである。近年のグリア研究で
は、グリアが神経のシナプスと相互作用し、
積極的に脳機能を制御しているという報告
が増えてきている。概日時計がグリアと神経
で生み出される、ということが検証できれば、
今後のグリア機能研究の発展にも寄与する
ものとなる。 
 
２． 研究の目的 

 
 我々が既にGeneChipで視交叉上核や肝臓
から網羅的に採取した、概日振動遺伝子（時
計関連候補遺伝子）群の、in vivoでの概日時
計への関与を解明すべく、我々が至適化した
レンチウイルスによる効率的遺伝子導入法
で、過剰発現マウス、発現抑制マウスを、短
期間に複数作製する。そして、行動リズムや
遺伝子発現リズム、代謝リズムなどを指標と

して、各遺伝子の慨日リズムに関わる機能を
明らかにする。 
 以上の時計関連候補遺伝子群の効率的機
能解析を通じて、多様な生体機能における概
日リズム制御の分子基盤を明らかにすると
同時に、個体、組織、細胞の各レベルにおけ
る概日時計の存在意義を理解することも目
的とする。 
 また、近年のグリア研究の進展で、脳機能
には神経回路のみならず、グリアの主体的な
関与が重要であることが分かって来た。また、
我々のこれまでの研究でも、グリアがリズム
発振や細胞間のカップリングに重要な役割
を果たすことが示唆されている。そこで、概
日リズム制御系における、グリアの関与につ
いて、遺伝子操作やイメージング等を駆使し
て解析を行うことを２つ目の目的とする。 
 
３． 研究の方法 

 
 上述のように、既に我々が確立した改変型
レンチウイルスベクターによる受精卵への
効率的遺伝子導入法を用いて、遺伝子の過剰
発現、あるいは各遺伝子の shRNA を複数デ
ザインし、それぞれを過剰発現させたノック
ダウンマウス（発現抑制マウス）を複数作製
し、解析を行う。具体的には、行動リズムに
関しては、明暗、恒暗、恒明、光パルスなど
異なる光条件下で、回転輪や赤外線センサー
を用いて行動量や行動リズムの位相（変位）
等を測定し、行動リズム周期の変化（あるい
は消失など）、光パルスによる位相変位の異
常などについて解析を行う。また、SCN や肝
臓の慨日時計の異常については、時計遺伝子
の発現リズムを、数時間ごとにサンプリング
した組織のリズムを Real-time PCR で測定
したり、時計遺伝子プロモーターにルシフェ
ラーゼを連結したリポーター遺伝子導入マ
ウスを用いて、各組織や細胞で発光リズムを
測定し、解析を行う。また、SCN 培養スライ
スを用いた多電極プローブ細胞外電位記録
システム (アルファメッドサイエンス社、
MEDシステム)での神経活動リズムの測定で、
神経の電気活動のリズムについても検討す
る。代謝の異常については、耐糖能試験やイ
ンシュリン負荷試験やインシュリンの定量、
高脂肪食負荷による体重や血糖値の変化、絶
食後の血糖値測定、糖新生試験（ピルビン酸
負荷試験）等を行う。 
 
４． 研究成果 

 
 前述の手法を用いて、我々はこれまでに合
計 7種の遺伝子改変マウス（過剰発現マウス、
ノックダウンマウス等）の作製に成功した。
その中には、SCNと肝臓で共通して発現に慨
日振動を示す、Hmg4, Dusp4, RGS各遺伝子



 

 

の過剰発現マウスと、RGS の 2 種と Dusp4
各遺伝子のノックダウンマウスが含まれる。
そのうち、Hmg4過剰発現マウスでは、発生
に異常があり、胎生致死になることが示唆さ
れた。また、Dusp4過剰発現マウスでは、概
日リズムその他に異常が観察されなかった。
そこで Dusp4 ノックダウンマウスも作製し
たが、結果は同様であった。RGS過剰発現マ
ウスでは、明暗周期の位相前進に対する行動
リズムの同調に有意に長時間を要すること
が明らかとなり、概日時計の光同調機構の異
常が示唆された(投稿準備中)。 

続いて、過剰発現でリズム異常が確認さ
れた RGS の機能欠損の影響を解析するた
め、RGSの発現を抑制する shRNAを 2種
類デザインし、それぞれを発現するノック
ダウンマウスを独立に作製した。その結果、
双方のマウスに共通して、活動リズムの周
期変化と光による位相変位の異常、肝臓、
膵臓の病理学的所見の異常と糖代謝異常、
リンパ球の遊走異常等を認めた。上流の
GPCR候補も一部同定し、概日時計に関与
する新規のシグナル伝達系の存在が示唆さ
れた(過剰発現マウスの結果と併せて投稿
準備中)。GPCRやそのリガンドの発現につ
いては、概日時計中枢でも既に報告がある
が、GPCRを介したシグナル伝達経路に関
与する制御因子の異常が、概日リズムに影
響するという報告は、これまでには無かっ
た。GPCRリガンドの特定と、そのリガン
ド GPCRを介したシグナル伝達系が、概日
時計においてどのような役割を果たすのか
を解明することが、今後のリズム研究では
重要な鍵のひとつとなるであろう。 

概日リズム制御システムいおいて、我々
がもうひとつ注目したのは、制御中枢 SCN
におけるアストロサイトの関与である。ア
ストロサイトは SCN において、概日リズ
ム振動や同調機構などに積極的に関与する
可能性が我々の研究からも示唆されたので、
神経の時計は正常で、アストロサイトの時
計が正常に作動しないマウスでの概日リズ
ムへの影響を解析することにした。既に報
告のある、GFAP遺伝子上流の 2.2kbの転
写調節領域にClockのドミナントネガティ
ブ変異体(DN)を連結して、導入したマウス
を作製した。F0 が相当数確保できたので、
SCN での DN の発現を調べ、アストロサ
イト特異的な発現の見られることを確認し
た。現在、F1を繁殖しながら、行動リズム
その他の解析を進めている。 

以上のように、複数の遺伝子改変マウスで
概日リズム、代謝、免疫系などの異常を認め、
概日振動遺伝子が複数の組織で重要な機能
を担っていることが示唆された。 
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